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(57) Abstract 

A collagen-based composition including microcapsules of atelocollagen or of a mixture of atelocollagen and a polysaccha- 
ride, particularly glycosaminoglycan, suspended in a viscous biocompatible carrier solution. Together, the microcapsules and the 
viscous carrier solution preferably have a viscosity such that the composition may be injected, in particular as a continuous thread 
from a needle. Said composition is readily injectable and may be used as a soft or bony tissues filling material for, or as a system 
for the controlled delivery and release of biologically, cosmetically or pharmaceutically active substances. 



(57)Abrege 

L'invention conceme une composition a base de collagene. Cette composition est caracterisee en ce qu'elle comprend d^s 
mlCTOcapsules d'atelocollagene ou d'un melange d'atelocollagene et d'un polysaccharide, en particulier un glycosaminoglycane, 
en suspension dans une solution support biocompatible visqueuse. De preference, I'ensemble des microcapsules et de la solution 
support visqueuse a une viscosite permettant I'injection de ladite composition, en particulier sous la forme d'un fil continu a la 
sortie d'une aiguille. La composition selon l'invention est aisement injectable et peut etre utilisee comme materiau de comblement 
soit de tissus mous, soit de tissus osseux ou comme moyen d'introduction et de relarge controle de substances actives biologique, 
cosmetique ou pharmaceudque. 
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COMPOSITION DUBCTRBLE OOWHWNT DES MICROCAPSULES DE COLLAGENE 



05 DOHAINE DE L' INVENTION 

La presente invention a essentiel lement pour objet des 
compositions injectables contenant en suspension des microcapsules 
a base de colLagene, Leur utilisation biomedicale et des composi- 
tions pharmaceut iques. 

10 La presente invention a plus precisement pour objet la 

realisation d*un support injectable permettant d'obtenir des com- 
blements de pertes de substance ou d'introduire commodement des 
substances actives dans I'organisme d'un etre vivant, en parti- 
culier d'un etre humain. 

15 

ETAT DE LA TECHNIQUE 

Un grand nombre d'investigations ont ete menees pour 
mettre au point des materiaux de comblement. En ce qui concerne le 
comblement des tissus mous, on peut citer r 
20 - les injections de silicones^ de gelatine, de collagene autologue 
et heterologue 

- IMmplantation de fils (catgut, Gore-Tex, or, collagene) 

It se dessine clairement aujourd'hui que le materiau le plus per- 

fbrmant en terme de biocompatibi lite et de stabitite in vivo est Le 

25 collagene (injectable et fils) heterologue (origine bovine). 

Les applications Les plus courantes des materiaux de com- 
blement des tissus mous concernent essentiel lement Le traitement 
des depressions cutanees et pertes de substance faciales dues a 
I'age (rides), ou a d'autres causes (maladies, traumatismes, inter- 

30 ventions chirurgicales,. .) et qui se traduisent par des cicatrices, 
atrophies, irregularites etc... 

Dans certains de ces cas, I 'uti Lisation de fils de colla- 
gene reticule telle que decrite dans le document n° 91 04518 depose 
par BIOETICA est tout parti culierement indiquee compte tenu des 

35 grandes qualites de biocompati bite, de stabilite in vivo et du pou- 
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Cependant, I 'uti Lisation de ces fits, si elLe convient 
parfaitement au combleraent des rides profondes, s'avere moins 
adaptee a d'autres situations (par exempLe, rides superf icieLLes, 
defauts cutanes ne se presentant pas sous La forme d'un siLLon). 
05 Dans ces cas^ iL est necessaire de recourir a une forme injectable. 

De plus, en dehors de La chirurgie esthetique, iL existe 
des domaines medicaux (otorhinoLaryngoLogie, uroLogie, ortho- 
pedie. . .) 

pour LesqueLs La nature des combLements a reaLiser et/ou L'accessi- 
10 biLite des sites d' implantation necessite imperativement I'empLoi 
d'une forme injectable. 

- Les inventions existantes les plus recentes sont decrites dans 
Les documents EP 83868 A1 et EP 89145 A2 deposes par La societe 
COLLAGEN CORPORATION EP 132979 A2 depose par La societe KOKEN CO. 

15 LTD et US-A-3 949 073. 

- Les colLagenes injectables existants sont des solutions collage- 
niques. Dans la plupart des cas, il convient que IMmpLant puisse 
etre injecte au moyen d'aiguilles fines (0,3 a 0,5 mm de diametre 
en general). Pour repondre a cet imperatif, Les solutions doivent 

20 etre relativement fluides done peu concentrees C2 a 6,5 %) . Cette 
Limitation pose le probleme de La biodegradabi Lite et de la tenue 
dans Le temps de tels implants.. Les quantites de matieres actives 
administrees etant relativement faibles. 

- Pour des raisons de soLubilite et de biocompatibi Lite, le coLla- 
25 gene utilise est un ateLocollagene, c'est-a-dire un coLlagene 

duquel ont ete eliminees les regions terminales de structure non- 
helicoidale denommees telopeptides. Ces telopeptides sont en effet 
le siege de Liaisore intra- et intermolecuLaires de type liaisons 
croisees qui rendent Le coLlagene insoluble. De plus, Les telo- 

30 peptides sont porteurs des principaux determinants antigeniques du 
coLlagene. Dans les produits existants, L' ateLocollagene est obtenu 
par traitement proteasique a la pepsine qui attaque preferentielLe- 
ment les telopeptides sans detruire la structure helicoidale. La 
pepsine presente cependant L' inconvenient de se fixer tres forte- 

7"; moni- a ^nn substrat et done d'etre dif f ici Lement eliminable. Or il 



wo 93/13755 




PCr/FR93/00035 



s'agit d'une molecule fortement antigenique dont la presence, meme. 
en faible quantite, risque d'alterer la biocompatibi lite du produit 
ainsi obtenu. 

- Pour assurer sa fonction de comblement, il convient que I 'implant 
05 conserve, apres I'injection, un certain volume et qu'il ne diffuse 

pas de fa^ion importante dans les tissus environnants. IL constitue 
ainsi une sorte de matrice qui, maintenue pendant un temps suffi- 
sant, est coLonisee par les tissus de I'hote et permet une restau- 
ration de la zone traitee. Dans les produits existants, cette 
10 caracteristique est satisfaite par L 'uti li sation de solutions 
d*atelocoL lagene qui precipitent a la temperature du corps, condui- 
sant done a la formation de fibres qui subsistent au site d'injec- 
tion alors que I'excipient est progressi vement resorbe (voir 
US-A-3 949 073). 

15 II resulte de ceci qu'avant l*injection le produit doit 

etre imperati vement conserve a basse temperature (inferieure a 
10*^C) de fat^on a ce qu*il conserve sa fluidite, propriete neces- 
saire a son administration par injection. En consequence, les 
collagenes injectables bases sur ce principe necessitent des pre- 

20 cautions part i culieres de conservation qui en compliquent I'utili- 
sation. 

- La limitation majeure des collagenes injectables anterieurs 
reside dans leur resorbabi lite "in vivo". 

En effet, la degradation du collagene est un processus 
25 biologique normal faisant partie du metaboLisme des tissus con- 
jonctifs. Ce processus fait intervenir un certain nombre d'enzymes, 
en particulier Les colLagenases qui sont responsables de L'attaque 
initiale du collagene. La biodegradabi lite du collagene pose un 
probleme parti culierement important. En effet, Le combLement des 
30 depressions et pertes de substance doit etre un traitement defi- 
nitif ou en tout cas raisonnablement durable ce qui s'accompagne 
mal d'une resorption rapide de L 'implant. 

IL existe differents traitements physiques et chimiques 
susceptibles de diminuer la resorbabi Lite en augmentant Le nombre 
35 de liaisons de reticulation entre Les molecules de collagene. Le 
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gLutaraldehyde est L'agent reticuLant Le pLus largement employe 
(comme decrit dans EP-A-0 089 145). 

IL est parti culierement efficace mais presente L' incon- 
venient majeur de se poLymeriser en solution. Ainsi, les materiaux 

05 reticules par cet agent liberent au cours du temps des monomeres de 
glutaraldehyde, cytotoxiques au-dela de 10-25 ppm. Les collagenes 
injectables fabriques selon ce principe (brevet EP 89 145 A2) sont 
done en general moins degradables que Les implants non reticules 
(stabilite moyenne de 1 a 2 ans au lieu de 6 mois a 1 an, en ce qui 

10 concerne les comblements de rides). En contrepartie, i Is peuvent 
provoquer des reactions adverses plus frequentes ce qui suscite une 
certaine mefiance et une utilisation moindre. 

RESUME DE L' INVENTION 
15 La presente invention a pour but principal de fournir une 

solution permettant de realise r un materiau injectable pouvant etre 
aisement injecte raeme a I 'aide d'aiguille fine dont le diametre est 
de I'ordre de 0,3 a 0,5 mm, avec une teneur elevee en collagene, en 
particulier d'au moins 7 % en poids/volume et de preference aussi 

20 eleve qu'environ 10 %. 

La presente invention a encore pour but de resoudre le 
nouveau probleme technique enonce ci-dessus en fournissant une 
solution qui permette de fournir un systeme de vectorisation de 
substances actives en permettant I'optimisation therapeutique des 

25 molecules actives, par exempLe par liberation dans I'organisme de 
fagon controlee, ciblage des tissus ou organes vises, et protection 
de L'actif. 

La presente invention a encore pour but de resoudre le 
nouveau probleme technique enonce ci-dessus, en fournissant une 
30 solution de meilleure biocompatibi lite dont les produits de degra- 
dation ne donnent pas naissance a des residus pouvant provoquer des 
reactions indesi rabies. 

La presente invention a encore pour but de resoudre les 
nouveaux problemes techniques enonces ci-dessus a I 'aide d'une 
35 solution qui permette de moduler les vitesses de degradation du 
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materiau injecte dans un etre vivant, en particuLier un etre humain 
de maniere a pouvoir regLer la duree de vie d'un implant et egale- 
ment la cinetique de liberation d'un actif vehicule. 

L' invention a aussi pour but de fournir des materiaux de 

05 comblement dont La stabilite in vivo peut etre au moins egale a 
celle des materiaux collageniques traites au glutaraldehyde. 

Tous ces problemes techniques sont resolus simultanement, 
de maniere satisf aisante, sure, fiable et reproductible, utilisable 
a I'echelle industrielle et medicale, tout en etant egalement peu 

10 couteuse. 

Ainsi, selon un premier aspect, la presente invention 
fournit une composition a base de collagene, aisement injectable, 
caracterisee en ce qu'elle comprend des microcapsules d'atelo- 
collagene ou d'un melange d'atelocol lagene et d'un polysaccharide, 

15 en parti culier un glycosaminoglycanne, en suspension dans une solu- 
tion support biocompatible visqueuse. De preference, I 'ensemble des 
microcapsules et de la solution support visqueuse a une viscosite 
permettant I' injection de ladite composition, en particulier sous 
la forme d'un fil continu a la sortie d'une aiguille. 

20 Selon une variante de realisation parti cul iere, la solu- 

tion support comprend au moins une substance proteique, par exemple 
de I'atelocollagene et/ou une substance polysaccharidique. 

Lorsque la solution support comprend une substance pro- 
teique, celle-ci est avantageusement de I'atelocollagene, qui peut 

25 etre obtenu par voie enzyraatique ou par voie chimique, de prefe- 
rence obtenu par traitement chimique notamment a La soude, Le trai- 
tement chimique etant particulierement avantageux puisqu'iL permet 
d'eviter toute presence residueLLe d^enzyme comme c'est le cas dans 
te cadre de I 'uti Lisation d'un traitement enzymatique,. habituelle- 

30 ment la pepsine, ce qui augmente la biocompat ibi lite du materiaux, 
Dans les cas d'obtention d'atelocol Lagene par traitement enzyma- 
tique notamment a la pepsine, ou traitement chimique, notamment 
a la soude, il est possible de moduLer le degre de dereti cuLation 
du collagene et done la viscosite du materiau support. 

35 Selon une autre variante de realisation particuLiere, La 
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avec La substance proteique dans le materiau support, et choisie 
parmi Le groupe consistant d'un gLycosaminogLycanne, d'un aLginate, 
d'un dextran, d'une ceLLuLose ou d'un derive de ceLLuLose, d'une 
gomme xanthane, d'une gomme arabique, ainsi que Leur(s) meLangeCs). 

05 Ainsi, selon une variante de reaLisation avantageuse, 

L'ateLocoLLagene des mi crocapsuLes est dereticuLe avec un taux de 
dereticuLation adapte a L 'appLication souhaitee. 

Comtne poLysaccharide qui peut etre utilise en raeLange 
avec L'ateLocoLLagene pour La preparation des mi crocapsuLes pre- 

10 citees, on peut utiLiser en particuLier un glycosaminog Lycanne 
choisi parmi Le groupe consistant des gLycosaminogLycannes de 
structure choisis parmi Le chondroitine-4-suLfate, Le chondroitine- 
6-suLfate, Le dermatane-suLfate, L'heparane-suLfate, Le keratane- 
suLfate, ainsi que L'heparine et ses derives, en particuLier Les 

15 herapines de bas poids moLecuLaire ayant un poids moLecuLaire com- 
pris entre environ 2 000 et environ 10 000 ; et un poLyhoLoside, et 
en particuLier Le dextran. 

Le procede de preparation des microcapsuLes est base sur 
ceLui decrit dans un brevet anterieur du deposant FR-A-2 642 329 

20 qui est incorpore ici par reference. 

II est avantageux que La proportion de poLysaccharide 
reLativement a L'ateLocoLLagene soit comprise entre 10 et 70 %, 
mieux entre 15 et 50 % en poids. 

Dans Le cadre de La preparation des microcapsuLes, on 

25 feaLise une reticuLation de L'ateLocoLLagene et eventuellement des 
polysaccharides par reticuLation interfaciale en realisant une 
emulsion de La solution d'atelocoLlagene et de polysaccharides 
corame phase dispersee dans un liquide hydrophobe formant la phase 
continue, dans Lequel L'ateLocoLLagene et/ou Les polysaccharides 

30 sont essentiellement insoLubles. 

Pour La reticuLation, on ajoute a I'emuLsion de La solu- 
tion d'atelocoLlagene et eventuellement des polysaccharides, un 
agent reticulant coroportant des groupes reactifs capables de reagir 
avec Les groupes acylables de L'ateLocoLLagene et des polysaccha- 

35 rides de raaniere a realiser une reaction de reticuLation interfa- 
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ciaLe. Comme agent reticulant prefere, on utilise un dichlorure 
d'acide ou un anhydride d'acide ou un acide carboxylique di- ou 
poly-basique. Comme agents reticuLants preferes, on utilise le 
chlorure de terephtaloy le, le chlorure d'acide phtalique, le chlo- 

05 lure d'acide sebacique, le chlorure d'acide succinique, le chlorure 
d'un acide tricarboxylique comme L'acide citrique ou un anhydride 
d'acide comme I 'anhydride succinique. 

Comme liquide hydrophobe, dans Lequel I 'atelocoL lagene 
et/ou Les polysaccharides sont insolubles, on utilise de preference 

10 des esters d'acide gras, de preference choisis parmi ceux habituel- 
lement administrables par voie parenteraLe teLs que triglycerides, 
oleate d'ethyle ; ou depourvus de proprietes toxiques, tels que le. 
myristate d' isopropy le, le cocoate d'ethyle 2-hexyle. 

La concentration en polysaccharides dans la solution de 

15 polysaccharides est avantageusement comprise entre 0,5 et 4 %, 
encore mieux entre 0,5 et 2 %, et encore de preference est voisine 
de 1 %. 

La solution d' atelocol lagene pour la preparation des 
microcapsules est une solution aqueuse d'atelocol lagene ayant une 
20 concentration comprise entre 0,5 et 2 % en poids. 

Pour la preparation des mi crocaspules, I 'atelocol lagene 
peut avoir ete obtenu par digestion enzymatique de col lagene, 
notamment a la pepsine, ou encore par traitement chimique a la 
soude. 

25 Pour le precede de preparation proprement dit des micro- 

capsules, on se reportera au document FR-A-2 642 329 qui est incor- 
pore ici par reference, et en particulier aux exemples 1 a 6. 

Selon un mode de realisation avantageux, la dimension des 
microcapsules est inferieure ou egale a environ 500 pm. Dans 

30 certains cas, la dimension des microcapsules est inferieure a 
250 pm et peut etre meme comprise entre 20 et 50 pm, en particulier 
dans le cas ou I'on desire injecter la composition par une aiguille 
fine ayant un diametre comprise entre 0,3 et 0,5 mm. 

Selon une variante parti cul iere, la proportion relative 

35 des microcapsules par rapport ala solution support biocompatible 
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SeLon un mode de realisation parti cuLierement avantageux^ 
Les microcapsules contiennent au moins une substance active, soit 
encapsulee a I'interieur, soit dans La masse des parois des micro- 
capsules, soit greffee en surface interne et/ou externe. Cette 

05 substance active peut etre biologiquement active, cosmetiqueraent ou 
pharmaceutiquement active. Par substance biologiquement active, on 
entend une substance qui a un effet bioLogique sur I'organisme qui 
n'est pas necessairement cosmetique ou therapeutique. Une substance 
active actuellement preferee est L ' hydroxyapatite, en particuLier 

10 sous forme de particules, par exempLe de taille egale a environ 
50 pm. 

Selon un deuxieme aspect, la presente invention fournit 
egalement une utilisation de La composition precitee comrae agent 
vecteur de substance biologiquement, cosmetiquement ou pharmaceu- 

15 tiquement active. 

La presente invention couvre aussi une composition phar- 
maceutique, caracterisee en ce qu'elLe comprend une composition a 
base de coLLagene aisement injectable telle que precederament 
def inie. 

20 L' invention couvre enfin un implant, caracterise en ce 

qu'il a ete prepare a parti r d'une composition injectable precedem- 
ment def inie. 

D'autre part, I'invention couvre egaLement des realisa- 
tions parti cuLieres de compositions. Comme realisations parti cu- 

25 Lieres, on prefere une realisation selon Laquelle les microcapsules 
sent a base d'atelocollagene eventuelleroent melange avec un 
glycosaminoglycanne comme le chondroUine-4-suLf ate, ces micro- 
capsules contenant des granules d' hydroxyapatite en suspension dans 
une solution support biocompatible visqueuse d'un gel d'atelo- 

30 coLlagene eventuel lement melange avec un glycosaminoglycanne, en 
parti culier Le chondroitine-4-suLfate. Lorsque Les granules 
d' hydroxyapatite ont une dimension d'environ 50 \xm, Les micro- 
capsules ont une dimension de L'ordre de 200 pm. 

SeLon un mode de realisation particulierement avantageux, 

35 la solution support biocompatible visqueuse est adaptee aux condi- 
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tions physiologiques de pH et de pression osmotique, et en ayant de 
preference un pH compris entre 6,8 et 7,5 et une pression osmotique 
comprise entre 260 et 320 mOsm/l H^O. On peut obtenir un teL pH et 
une telle osmoLarite de la solution support en ajustant avec un 

05 tampon phosphate comprenant par exempLe un melange de phosphates, 
de sodium et/ou de potassium mono- et disodiques, ou d'un melange 
tampon phosphate et chLorure de sodium pour completer La solution 
support de suspension des microcapsules. 

Grace a la nature des constituants des microcapsules, 

10 ate locol lagene eventuel lement melange a des polysaccharides, les 
microcapsules sont souples, deformables, de sorte qu'en suspension 
dans la solution support biocompatible visqueuse selon I 'invention, 
la composition possede dans son ensemble des proprietes d'ecoule- 
ment tetles qu'on peut injecter aisement au moyen d'une aiguille 

15 fine ayant un diametre de 0,3 a 0,5 pm, un materiau contenant jus- 
qu'a 10 % de collagene en poids/volume. Cette possibility repre- 
sente une augmentation de 35 % par rapport aux produits anterieurs 
les plus concentres (6,5 %), 

Ainsi, les compositions selon I'invention sont particu- 

20 lierement appropriees pour etre uti Usees comme materiaux de com- 
blements, soit pour realiser des comblements de tissus mous, ou des 
comblements osseux pour la reconstruction osseuse. Dans ces appli- 
cations, il est evident que toute augmentation de la concentration 
en substance active augmente de facto la duree de vie de I 'implant 

25 et I'efficacite du comblement. 

La composition selon I 'invention conjugue ainsi les pro- 
prietes biologiques du collagene, sous sa forme atelocol lagene, a 
celles des autres substances eventuel lement mises en oeuvre (poly- 
saccharides co-reticules avec I 'atelocol lagene, substances actives 

30 en solution ou en suspension dans les spheres, molecules greffees a 
leur surface) . 

Ainsi, les compositions selon I "invention possedent un 
vaste champ d'application en tant que systeme de vectori sation de 
substances actives. Cette forme galenique est parti culierement 
35 interessante puisqu'elle permet, selon les utilisations : 
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- L'optimisation therapeut ique de moLicuLes actives par 
Liberation dans L'organisme de fagon controLee^ cibLage des tissus 
ou organes vises, protection de L'actif ; 

- I'acces par voie percutanee a des sites habitueLLement 
05 accessibLes uniquement par voie chirurgicaLe (site osseux par 

exempLe), ce qui Limite le traumatisme subi par Le patient et Les 
couts et duree d'hospitaLisation- 

IL est bien entendu que I 'on peut egaLement envisager un 
certain nombre d' applications dans LesqueLLes peuvent etre mises a 
10 profit a La fois La fonction de combLement et L 'uti Lisation d'une 
forme galenique particuLierement avantageuse. 

La composition seLon L' invention est particuLierement 
adaptee a L ' uti Lisation en tant que vecteur dans La mesure ou sa - 
degradation ne donne pas naissance a des residus pouvant provoquer^ 
15 des reactions indesirabLes- Ceci constitue un avantage majeur par 
rapport a certains poLymeres synthetiques de La technique ante- 
rieure. 

La degradation des microcapsules peut etre moduLee dans 
de tres Larges Limites d'une part par un degre de dereticuLation 

20 variable de L 'atelocol Lagene par voie chimique ou enzymatique ; et 
d'autre part en reglant Le taux de reticulation interfaciale. On 
peut ainsi regler La vitesse de resorbabi lite depuis une vitesse 
rapide a une stabiLite superieure a ceLLe obtenue avec des 
materiaux reticules au glutaraldehyde, tout en evitant les incon- 

25 venients lies a la toxicite de cet agent. 

On muLtiplie ainsi Le champ d'appLication des composi- 
tions selon L' invention, en jouant sur La duree de vie de La compo- 
sition, en parti cuLier sous forme d» implant, seLon qu^elle est 
destinee a subsister Le plus longtemps- possible au niveau du site 

30 d' implantation ou etre resorbee et remplacee plus ou moins rapide- 
ment par les tissus de L'hote ; et La cinetique de Liberation de 
I'actif- 

On comprend ainsi que la presente invention fournit une 
solution technique presentant des avantages techniques determinant 
35 oar raoDort a L'etat de la technique anterieure. 
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D'autres buts, caracteristiques et avantages de ['inven- 
tion apparaitront cLairement a la Lumiere de La description expli- 
cative faite en reference a pLusieurs exemples de realisation de La 
presente invention donnee simpLement a titre d' il Lustration et qui 

05 ne saurait en aucune fagon Limiter La portee de L 'invention. Les 
exemples font cependant partie integrante de I 'invention et I ' homme 
de I'art appreciera a leur lecture, Les caracteristiques nouvelles 
generales qui en resultent. 

Dans Les exemples, tous les pourcentages sont donnes en 

10 poids, sauf indication contraire. 

Exemple 1 : Suspension de microcapsules d'atelocoLlagene de 20 a 
50 pm dans un gel d'atelocoL lagene 

Cette suspension constitue un produit destine a assurer 
15 une fonction de comblement, des tissus mous en particulier, 

a) Preparation de I ' atelocoL lagene par traitement a la pepsine 

La peau de veau fraichement abattu est soumise a epila-- 
tion chimique dans un bain contenant 3 % de suLfure de sodium et 

20 4 % de chaux, la proportion etant de 100 g de peau pour 200 ml de 
solution. Le derme est alors isole du reste de la peau par une ope- 
ration de refendage grace a une scie tournante a ruban^. 

Le tissu obtenu est broye et extrude a travers une grille 
comportant des trous de A mm. 

25 Le broyat est disperse dans une solution d'acide acetique 

0,5 n contenant la pepsine dans les proportions de 1 g d'enzyme 
pour 10 g de col lagene sec, le pH du melange etant ajuste si neces- 
saire pour obtenir un pH compris entre 2 et 3. Apres. agitation, le 
melange est laisse en incubation pendant 36 h a lO^C. Apres filtra- 

30 tion, Le collagene est precipite par addition de NaCl 0,7 M. Apres 
agitation et incubation (4 h), les fibres precipitees sont recu- 
perees par cent rifugation (14 000 tr/min). Le surnageant est eli- 
mine et la pepsine est inactivee par dispersion du culot dans un 
tampon Tris 0,05 M - NaCL 0,15 M dont le pH est ajuste, apres dis- 

35 persion des fibres, a 8,5. Apres 3 jours d' incubation a lO^C, la 
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L'aide de membranes de diaLyse, de preference formees par des 
boyaux dont le seuil de coupure est compris entre 6 000 et 
8 000 daLtons. 

05 b) Preparation de La solution d'atelocol l aQene en milieu tamponne a 
pH 8-8^2 

L'atelocoLLagene provenant des boyaux de dialyse est 
diluee par une solution de bicarbonate de sodium de volume et- de 
concentration tels que Les concentrations finales soient les sui- 
10 vantes : 

1 7 

- AtelocolLagene 

- Bicarbonate de sodium anhydre ^ * 

II est verifie que le pH de la solution obtenue est bien 
15 compris entre 8 et 8,2. On prepare 1 kg de cette solution. 

c) Preparation de I'agent de ret iculation 

100 9 de chlorure de terephtaloy Le sont ajoutes a 4 I 
d'un solvant hydrophobe, pref erentiellement des esters d'acides 
20 gras choisis parmi ceux habitue I lement administrables par voie 
parenterals (triglycerides, oleate d'ethyle par exemple) ou 
depourvus de proprietes toxiques (myristate d' isopropyle, cocoate 
d'ethyLe-2-hexyle par exetnple). L'ensemble est agite par agitation 



25 



30 



mecanique. 



d) Emulsifi cation 

3 I du soLvant hydrophobe choisi selon les criteres cites 
au-dessus sont introduits dans un recipient. La solution d'atelo- 
cQllagene tamponnee preparee precedemment est ajoutee sous agita- 
tion a L'Ultra Turax (R) tournant a 7 200 tr/min. 



e) Reticulation 

La solution d 'agent reticulant est ajoutee a I'eroulsion 

obtenue. L'agitation est maintenue pendant 30 min. 
35 On obtient ainsi des microcapsules. 
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f) Lavages 

Trois lavages spnt effectues par 10 I du soLvant hydro- 
phobe et Les mdcroc^Dsules sent recueilLies par decantation a t'aide 
d'une decanteuse RobateL tournant a 1 000 tr/min. 
05 Cinq a huit lavages a Methanol (15 a 20 I au total) sont 

effectues de la meme fagon, suivis de trois a cinq 'lavages a I'eau 
desionisee et sterile. 

g) Lyophi lisat ion 

10 On precede a une lyophi lisation de maniere ctassique du 

produit lave contenant Les microcapsules. 

h) Sterilisation 

Apres conditionnement des spheres seches sous emballage 
15 scelle, les microcapsules sont sterilisees par exposition au rayon- 
nement gamma (25 kGy). 

i) Preparation du milieu de suspension 

L'atelocollagene est dereticule par traitement a la soude 

20 dans les conditions exposees ci-dessous. 

Apres epilation, refendage et broyage des peaux tels que 
decrits en a), le broyat est soumis a deux Lavages au tampon phos- 
phate pH 7,8 (21,7 g/l de Na2HP0^ et 0,78 g/L de KH^PO^) puis a 
deux lavages a I'eau desionisee et sterile. 

25 Le broyat est alors mis en contact pendant huit jours 

avec une solution de soude a raison de 1 kg de broyat pour 4 I de 
solution de concentration telle que la quantite finale de soude 
soit de 8 % (p/v) . A I 'issue de ce traitement, I 'atelocol Lagene est 
precipite par addition d'acide chlorydrique concentre jusqu'a 

30 I'obtention d'un pH compris entre 2 et 2,5. La suspension obtenue 
est introduite dans des boudins de dialyse (seuil de coupure com- 
pris entre 6 000 et 8 000 daltons) et dialysee contre de I'eau 
sterile et desionisee. 

L'atelocollagene obtenu est ensuite lyophi lise, sterilise 

35 par rayonnement gamma et mis en solution dans des conditions ste- 
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riles. Le pH et L'osmoLarite de La solution sont ajustes par utili- 
Lisation d'un tampon phosphate (melange de phosphates de sodium et/ 
ou de potassium mono- et disodique) ou d'un melange tampon phos- 
phate et chlorure de sodium de fapon a obtenir un pH compris entre 
05 6,8 et 7,5 et une pression osmotique comprise entre 260 et 

320 mOsm/l H^O. 

Exeraple de composition du milieu de suspension : 

- Atelocollagene 1 ^ 

10 - Na2HP0^ 0/02 H 

- NaCl 0,13 M 

- pH 7,3 

j) Wise en suspension 
-15 Les microcapsules sont raises en suspensions dans le 

milieu de suspension d'atelocol lagene obtenu a I'etape i) dans des 
conditions steriles a raison de 100 mg de spheres seches par ml de 
milieu de suspension. La suspension est agitee de fagon a obtenir 
un melange parfaitement homogene. Le pH du melange est verifie. 

20 

k) Preparation des seringues 

Le melange est introduit dans des conditions steriles, 
dans des seringues de 1 ml munies d'un erabout de type luer-lock et 
d' aiguilles de diametre de 0,3 a 0,5 mm. 

25 

I) Evaluation du produit obtenu 

* Stabilite thermique par analyse en Calorimetrie Oif ferentielle 
Programmee : 

Les pararaetres enregistres sur les microcapsules apres 
30 lyophilisation sont les suivants : 

- temperature de debut de denaturation : 65 C 

- temperature de pic de denaturation : 72,6°C 

- temperature de fin de denaturation : 80 C 

Ces valeurs sont parti culierement elevees et sont du meme 
35 ordre de grandeur qu'avec les produits obtenus par reticulation au 
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* Evaluation in vivo : 

Les essais ont ete realises sur des rats Wistar femelles 
de 180 a 200 g. 

Le materiau est implante sur le dos des rats, en position 
05 sous-cutanee. Chaque site d' implantation (2 par rat) repoit environ 
0,1 ml de La suspension. 

Les biopsies et les controles histologiques effectues 
apres 1 et 7 jours d* implantation montrent : 

- un pouvoir de comblement important 
10 - une parfaite biocompatibi lite 

- une absence totale de degradation de I'implant- 

Ces resultats assurent a I'implant une stabilite a long 
terme particulierement elevee. 

15 EXEWPLE 2 : Suspension de microcapsules d'atelocollagene et de 
chondroitine-A-sulf ate de 200 pm environ contenant des granules 
d' hydroxyapatite dans un gel d'atelocollagene et de chondroi tine-4- 
sulfate 

Dans cet exemple, des granules d*hydroxyapati te (mineral 
20 de composition chimique proche du mineral osseux et utilise pour 
les reconstructions osseuses) sont incorpores dans des micro- 
capsules. Ce systeme permet de vehiculer les granules d*hydroxy- 
apatite et Les rend injectables a travers un trbcard. El Les 
pourront ainsi etre impLantees en site osseux par voie percutanee. 

25 

a) Preparation de I'atelocollagene par traitement a La soude 

Cette etape est realisee dans les memes conditions que 
eel Les decrites pour I'exemple 1, paragraphe i). 

30 b) Preparation de La chondroitine-A-sulf ate 

Des cLoisons nasales d'agneau debarrassees des tissus 
musculaires et adipeux sont haches et broyes par extrusion a 
travers une grille coraportant des trous de 4 mm ; le broyat est 
place pendant 24 heures a une temperature de 6^C dans un tampon de 

35 chlorure de potassium (11,8 g/L de KCl ; 78,8 mg/l de cysteine. 
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180 mg/L d'EDTA) renfermant 1 % de papaine "MERCK". La proportion 
etant de 130 g de broyat pour 1 L de tampon. 

- Le surnageant est separe du cuLot par centri fugation en 

continu a L'aide d'une d^canteuse tournant a 4 000 tr/rnin. Au sur- 

05 nageant sent aLors ajoutes 40 g/L d'acide trichLorac^tique. Le pre- 
cipite est ^Limine par centrifugation en continu seLon La technique 
precedente. Le surnageant est neutralise a L'aide de soude en pas- 
tiLLes. Le meLange est alors diaLyse contre de L'eau desionisee et 
st^riLe a L'aide de boyaux dont Le seuiL de coupure est conipris 

10 entre 6 et 8 000 daLtons. La solution dialysee est Lyophilisee. La 
chondroitine-4-sulfate est obtenue a I'etat sec. 

c) Preparation de la solution d'atelocolla gene et de chondroitine- 
4-sulfate dans un milieu tamponne a pH 8^9 

15 L'atelocoLlagene sous forme de fibres provenant des 

boyaux de dialyse est dilue par une solution contenant du 
chondro?tine-4-suLfate et du carbonate de sodium de volume et de 
concentration tels que les concentrations finales soient Les sui- 
vantes : 

20 - Atelocollagene : 1,6 Z 

- Chondroitine-4-sulfate : 0,6 % 

- Carbonate de sodium anhydre : 4,8 % 

Le pH de I'ensemble est ajust4 a 8,9 par L'acide chlory- 

drique concentre. 
25 On prepare 1 kg de cette solution. 

d) Incorporation de I'hydroxyapatite 

L'hydroxyapatite sous forme de granules spheriques de 
50 de diamet re environ est incorporee dans la preparation prece- 
30 demment decrite a raison de 5 % (p/v). 

e) Preparation de I'agent de reticulation 

180 g de chlorore de terephtaloyle sont ajoutes a 4 I de 
royristate d* isopropyle. L'ensemble est agite par agitation meca- 
35 nique. 
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• f ) Emulsif icat ion 

150 ml de Span 85 (ICI Company) sont melanges a 3 I de 
myristate d' isopropyle. Dans le melange agite mecaniquement est 
versee la solution collagenique contenant I • hydroxyapat ite. 
05 L'ensemble est agite quelques minutes pour obtenir I 'emulsion. 

g) Reticulation 

La solution d'agent reticulant est ajoutee a I 'emulsion 
obtenue. L'agitation est maintenue pendant 30 minutes* 
10 On obtient ainsi les microcapsules contenant les granules 

d* hyd r oxy apatite. 



h) Lavages 

Les microcapsules sont lavees dans les memes conditions 
15 que celles decrites dans I'exempLe 1- 



i) Preparation du milieu de suspension 

L'atelocol lagene provenant des boyaux de dialyse est 
dilue par une solution de chondroTt ine-4-suLf ate de volume et de 
20 concentration tels que les concentrations finales soient les sui- 
vantes : 

- Atelocollagene 0,8 % 

- Chondroitine-4-sulfate. • . . . .0,2 % 

25 Le melange est amene a pH 8. 

j) Plise en suspension des microcapsules 

Les microcapsules sont mises en suspension dans le milieu 
decrit ci-dessus dans des proportions telles que dans le melange 
30 final 90 % de I'ensemble atelocollagene - chondroi tine-4-sulf ate 
provienne des microcapsules et 10 % provienne du milieu de suspen- 
sion. 

On obtient ainsi une composition selon I'invention qui 
peut etre utilisee telle quelle ou etre traitee comme decrit ci- 
35 apres. 
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k) Lyophi lisation 

On LyophUise La composition obtenue a I'etape j de 

maniere classique. 

05 I) Sterilisation 

Hemes conditions que I'exempLe 1. 

m) Rehydratation en milieu tamponne 

Le Lyophi lisat est mis en suspension dans des conditions 
10 steriLes a raison de 500 mg de Lyophi Lisat par ml de tampon phos- 
phate 0,1 M. Le pH du tampon phosphate est fixe de fapon a ce que 
Le pH du melange soit compris entre 7 et 7,3. 

n) Preparation des seringues 
15 Le melange est introduit, dans des conditions steriles, 

dans des seringues de 5 ml munies d'aiguilles de 1,5 mm de dia- 
metre. 
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REVENDICATIONS 

1. Composition a base de coLLagene, aisement injectable,, 
caracterisee en ce qu*eLLe comprend des microcapsules d'atelo- 

05 collagene ou d'un melange d'atelocol lagene et d"un polysaccharide, 
eh particulier un glycosaminoglycanne, en suspension dans une solu- 
tion support biocompatible visqueuse, de preference I 'ensemble des 
microcapsules et de la solution support visqueuse ayant une visco- 
site permettant I'injection de ladite composition, en particulier 

10 sous la forme d'un fil continu a la sortie d'une aiguille. 

2. Composition selon la revendi cat ion 1, caracterisee en 
ce que la solution support comprend au moins une substance 
proteique par exemple I 'atelocol lagene, et/ou une substance poly- 
saccharidique. 

15 3. Composition selon la revendi cation 1 ou 2, caracte- 

risee en ce que la solution support comprend une substance 
proteique choisie parmi I 'atelocol lagene obtenu de preference par 
traitement chimique notamment a la soude. 

4. Composition selon I'une des revendi cations 1 a 3, 
20 caracterisee en ce que Tatelocol lagene des microcapsules est dere- 

ticute avec un taux de dereti culation adapte a I 'appli cation 
souhaitee. 

5. Composition selon Tune des revendi cations 2 a 4, 
caracterisee en ce que la substance polysaccharidique de la solu- 

25 tion support est choisie parmi un glycosaminoglycanne, un alginate, 
un dextran, une cellulose ou un derive de cellulose, une gomme 
xanthane, une gomme arabique et leurCs) melange(s). 

6. Composition selon Tune des revendications 1 a 5, 
caracterisee en ce que les microcapsules sont realisees a partir 

30 d'atelocol lagene ou d'un melange d'atelocol lagene et de poly- 
saccharide reticules, le polysaccharide etant de preference choisi 
parmi un glycosaminoglycanne de structure choisi parmi le groupe 
consi slant de chondroitine-4-sulf ate, de chondroitine-6-sulfate, 
de dermatane-sulfate, d'heparane-sulfate, de keratane-sulfate, 

35 ainsi que d'heparine et ses derives en particulier des heparines de 



wo 93/13755 




PCr/FR93/00035 



environ 2 000 et environ 10 000, et un poLyhoLoside, en particuLier 
Le dextran. 

7. Composition seLon L'une des revendi cations 1 a 6, 
caracterisee en ce que La proportion relative en poids/voLume des 

05 microcapsules par rapport a la solution support est comprise entre 
0,5 et 15 % en poids de microcapsules par rapport au volume de la 
solution support. 

8. Composition selon I'une des revendi cations 1 a 7, 
caracterisee en ce que la proportion en poids dans Les micro- 

10 capsules de polysacharrides par rapport a l* atelocol lagene est 
comprise entre 10 et 70 %. 

9. Composition selon Tune des revendi cations 1 a 8, 
caracterisee en ce que Les microcapsules contiennent au moins une 
substance active, soit encapsulee a I'interieur des microcapsules, 

15 soit dans la masse des parois, soit greffee en surface interne et/ 
ou externe, cette substance active etant de preference une 
substance biologiquement, cosmetiquement ou pharmaceutiquement 
active. 

10. Composition selon I 'une des revendi cations prece- 
20 dentes, caracterisee en ce que La dimension des microcapsules est 

inferieure a environ 500 pm. 

11. Composition selon I'une des revendi cations 1 a 10, 
caracterisee en ce que les microcapsules sont reaLisees a partir 
d'atelocollagene ou d'un meLange d'atelocoLlagene et d'un 

25 glycosaminoglycanne, en particuLier du chondroi tine-4-sulfate, et 
contiennent des granules d'hydroxyapatite ; et la solution sup- 
port est realisee a partir d'un gel d'atelocoL lagene eventuel- 
leraent melange avec un glycosaminoglycanne, en particuLier Le 
chondroitine-4-sulfate. 

30 12. Utilisation de la composition telle que definie selon 

I'une quelconques des revendi cations 1 a 11, comme agent vecteur de 
substance active, en particuLier de substance biologiquement, 
cosmetiquement ou pharmaceutiquement active- 

13. Utilisation de la composition selon I'une quelconque 

35 des revendi cations 1 a 11, comme materiau de comblement, en parti- 
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stabitite in vivo au moins egale a ceLle des materiaux coLLage- 
n.iques traites au glutaraldehyde. 

14. Composition pharmaceutique, caracterisee en ce 
qu'elle comprend une composition a base de colLagene telle que 
05 definie a I 'une quelconque des reveridi cations 1 a 11. 

15- nateriau de comblement, caracterise en ce qu'il a ete 
prepare a parti r d'une composition a base de collagene^ telle que 
definie a I 'une quelconque des revendications 1 a 11. 
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